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摘   要 







物，用 PCR 技术扩增得到人表皮生长因子基因。利用 NspI 和 SphI 这两种同尾酶，
经过多步链接、测序，构建成含有四个串联目的基因的重组载体。然后将此串联
片段插入到含有蓝藻源的热休克 groESL 启动子、rbcS polyA 终止区、同源重组
片段 recA 基因和 nptII 基因的质粒中，构建成供体表达质粒 pKREGF4。 
其次，将构建好的供体表达质粒转化螺旋藻。我们将供体质粒用超声转化的
方法转化钝顶螺旋藻，通过 G418 筛选，得到三株具有 G418 抗性且生长良好的转
化藻株，分别命名为 EGFA，EGFB,EGFC。以外源片段两侧引物对转化藻株的基因
组 DNA 进行 PCR 扩增，证明目的片段已经整合到宿主的基因组 DNA 中。转化藻通
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Expression of hEGF in Spirulina platensis 
Abstract 
Human epidermal growth factor (hEGF) is a 53 amino acid peptide, which acts 
as a growth factor on a wide variety of cell types. Due to its essential biological 
function and wide spectrum application on clinic, it is the hot spot to study hEGF and 
its receptors in the research field of biochemistry and molecular biology. Spirulina 
platensis are a diverse and widely distributed group of prokaryotes with rich protein 
and nutrition. In recent years there has been rapid progresses on the genetic 
engineering of spirulina. In this study, the nucleotide sequence of hEGF was obtained 
by PCR and subcloned into plasmid pUCMT1 which contained groESL promoter, 
Kanamycin resistance gene(nptII) , recA gene and rbcs-polyA terminator, thus the 
expression vector pKREGF4 was constructed.  
Then this recombinant donor plasmid was transformed into Spirulina platensis 
through ultrasonic treatment and the three transformants were obtained by G418 
screening, named EGFA, EGFB, EGFC. Results of PCR showed that the target   
nucleotide had been genetically integrated into genome DNA of host cell by 
integration vectors. Further confirmation was made by SDS-PAGE and Western Blot. 
Results indicated that special 8.87kD protein expressed in transformants EGFB and 
EGFC was coherent with the aimed protein . 
At last, the curative effect of the transgenic spirulina had been proved by the 
acetic acid-induced gastric ulcer in rats. 
In this study, the hEGF had successfully expressed in the Spirulina platensis, 
which gave the basis for the study on transgenic spirulina. It’s the first time to use 
spirulina as host cell to express EGF. In our future research , we hope that we can 
develop a new health product which not only act the spirulina function but also 
perform the health effect of EGF. 




















表皮生长因子（Epidermal Growth Factor）是由 Cohen[1] 于 1960 年首次在小
鼠的颌下腺中发现的一种小分子多肽即 mEGF。1975 年[2]从人尿中提取出人表皮
生长因子，由于其可抑制胃酸分泌，又称为抑胃素（Urogastrone），现在称为人














































Asn Ser Asp Ser Glu Cys Pro Leu Ser His Asp Gly Tyr Cys Leu His Asp Gly 
Val Cys Met Tyr Ile Glu Ala Leu Asp Lys Tyr Ala Cys Asn Cys Val Val Gly 






图 A 人表皮生长因子的氨基酸序列[14] [18] 

































图 B 人表皮生长因子二级结构[19] 





图 C 人表皮生长因子三级结构 
Figure C Space-filling Model of the EGF molecule [20].  
图中标有数值的氨基酸残基分布于分子结构表面, 对 EGF 和 EGF 受体的结合起


















EGF 通过 EGF 受体家族发挥其功能[21-25]，该家族由四个酪氨酸激酶受体组
成分别命名为 EGFR (ErbB1)，ErbB2 (HER2 或 neu)，ErbB3（HER3），ErbB4 
(HER4)。在 EGFR1 信号途径中仅包括 EGF-EGFR，也是 EGF 主要的信号途径。
EGF 受体（EGFR）[26]是一个单链的跨膜蛋白，由胞内的酪氨酸结构域、单个跨
膜结构域和细胞外结构域组成，这三个结构域包括了 EGF 结合位点、EGFR 二





 EGF 在细胞外与其受体结合并引起构象变化，但是单个跨膜 α螺旋无法传






白（GAP）、磷脂酰肌醇代谢有关的酶磷脂酶 C-γ(PLCγ) 以及 Src 类的非受体酪
氨酸蛋白激酶 Shc 和其他分子。EGF 介导的主要信号通路包括 RAS 和 MAP 激
酶途径[37][38]；JAKS-STAT 途径[39-41]；磷脂酰肌醇信号通路[42-46]和通过 Ca2+依赖
性蛋白激酶 C(PKC)的途径[47-49]。EGF 各种信号通路相互影响，交错连接，共同
构成了 EGF 的作用途径。 
EGF 可以诱导 ErbB 受体家族中一些成员的同源或异源二聚化： ErbB1 自身
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这些共同组成了 EGF 的作用网络。 

















2）促进细胞核转录活性[63, 64]。 EGF 可以调节基因 DNA 中富含 GC 的元件，称
为胃泌素 EGF 反应元件，后者能与转录因子 SP1 和胃泌素 EGF 反应蛋白形成复
合物，增强胃泌素基因上游的启动子，促进胃泌素的基因转录。EGF 这种促进
转录的作用可以是直接的，也可以通过膜受体的信号转导作用而进行。可加速胃
溃疡（gastric ulcers）的治疗和抑制胃酸（gastric acid secretion）的分泌。 
3） EGF 可激活其受体的酪氨酸蛋白激酶活性（TPK），这在肿瘤的发生发病过
程中具有重要作用[65]。在乳腺，肺，头及颈部的肿瘤中通常发现 EGFR 和 ErbB2
受体的过量表达[66, 67]。多种癌基因可以编码 TPK，利用定位突变的方法已经证
明：TPK 磷酸化与否对酶活性有重要调节作用，高活性的 TPK 可促使细胞增殖
或癌变。在肿瘤治疗中，可将 EGF 及其受体作为治疗的靶分子，通过单克隆抗
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4） 人表皮生长因子可以应用于治疗的病症集合 






用，临床上运用 EGF 防治新生儿呼吸窘迫综合症[75]。 
⑺ 人表皮生长因子对体外培养的人牙髓细胞(HDPCs) DNA 合成及细胞周期的
影响，具有促进 HDPCs 的 DNA 合成和分裂增殖的作用[76]。 
⑻ 重组人表皮生长因子治疗压疮(又称褥疮) [77]。 
⑼ 人表皮生长因子局部外用对乳腺癌放疗皮肤反应有防治作用[78]。 
⑽ 表皮生长因子（EGF）对人肝癌细胞 EGFR/DNA 的表达有影响[79]。 
⑾ EGF 能明显增加滋养细胞的基础孕酮和雌二醇的分泌，但对人绒毛膜促性腺





与 EGF 的关系[82]。 
⒁ EGF 长期作用诱导广泛的基因表达变化,在所检测的 4096 种人类基因中，有
855 种发生了变化，这些表达变化的基因参与细胞的能量代谢、生物合成、
细胞周期调控及受体酪氨酸激酶和 G 蛋白耦连受体信号转导等细胞反应，其
中最显著的变化趋势是 GPCR 及其相关蛋白基因表达的下调[83]。 
⒂ 在临床上的应用 EGF 可用于多种疾病的治疗:眼科角膜损伤、白内障切除后
角膜移植,皮肤烧伤与创伤，外伤性皮肤溃疡、口腔溃疡、胃肠道溃疡以及神
经 胶质瘤、鳞状细胞癌及宫颈炎等具有明显的疗效。 
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制备→EGF 浓缩→EGF 纯化→高纯 EGF 制备→成品。 
迄今人们已经在 E.coli [86]、Corynebacterium glutamicum[87]、酵母[88, 89]、枯草
杆菌 BS9920[90]、 Bacillus brevis[91]、鱼腥藻 Anabaenasp.PCC7120[92]、聚球藻
Synechococcus sp.PCC7120[92] 和 Yarrowia lipolytia [93]进行了表达。选用的载体各
有特色。  




hEGF 作为基因工程药物进入 I 期临床试验或者成为商品[94]。在我国人表皮生长
因子研究生产也是热点之一。1999 年 12 月 30 日中国医科院基础研究所已获重
组人表皮生长因子软膏临床试验批件，2000 年 5 月 25 日获得重组人表皮生长因
子滴眼液生产批号。军事医学科学院生物工程研究所用于创伤修复的 rhEGF 冻














- 10 - 
物研究所和化冶研究所承担的 863 项目中 rhEGF 在蓝藻中的表达[92]。我国药品
生物制品检定所对国家一类新药“重组人表皮生长因子”的质控标准研究中建立





1.6 hEGF 在美容化妆品中的应用及其前景 




剂等) 外，EGF 在护肤保健化妆品中也具有广泛的应用价值和市场前景。 
  比天然内源 hEGF 相对价廉的基因重组 hEGF 更适合用于护肤美容化妆品





方为( w/ %) : 氢化羊毛酯 1.5，甘油 6，金楼梅提取液 6，柠檬酸 0.01， 增
溶剂 0.1，香精 0.1，hEGF 粉末 0.000 01，纯净水加至 100。 
  在重组的胞外分泌型高产量质粒表达 hEGF 技术的基础上，浙大生物工程
所试开发了含重组 hEGF 的保养护肤化妆品和重组 hEGF 美容因子(冻干粉)，
经应用试验表明产品在消除细小皱纹、预防皮肤老化、保持皮肤润泽、柔软与富
有弹性等方面具有显著效果。另外含 hEGF 的发用化妆品能刺激头皮血液循环， 
改善表皮供养源， 防止头发干涩、枯黄与异常脱落。 
  研究还发现 hEGF 与肽类化合物和透明质酸等保湿因子具有优良的正协同
作用，因此在配制含 hEGF 化妆品中应考虑添加天然肽和透明质酸，起到保护














- 11 - 
明， hEGF 的用量应控制合理范围， 对表皮肿瘤及其引起的溃疡坏死患者禁用。 















2.1.2  螺旋藻的发现和食用历史 
早在 16 世纪前,非洲乍得和中美洲墨西哥的居民就已把螺旋藻作为他们的食
物,他们大多长寿,体格健壮。到 20 世纪 60 年代,人们才开始发现并重视这种神奇
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